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Repurposing a genome factory 

96 libraries per run 
10+ weeks turnaround 

10’s of libraries 
Days turnaround 



Content 

•  E. coli O104:H4 project 
•  Hijacking a high throughput genome 
sequencing system 

•  Fire drill system 
•  Acinetobacter project 



E. coli O104:H4 
‐ Shiga toxin 
‐ pAA plasmid, conferring enteroaggrega7ve phenotype 
‐ Extended spectrum beta lactamase 



•  3816 total cases reported in Germany 
•  845 hemoly7c uremic syndrome (HUS) cases 
•   54 deaths 

 



Outbreak isolates are indis-nguishable by 
conven-onal molecular epidemiology 

Bielaszewska et al., Lancet ID, 2011 
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Outbreak isolates are indis-nguishable by 
conven-onal molecular epidemiology 

Virulence factors 
MLST 
PFGE 

Scheutz et al., Eurosurveillance, 2011 

Virulence factors 
MLST 
PFGE 



Outbreak isolates are indis-nguishable by 
conven-onal molecular epidemiology 

Mellmann et al., PLoS One, 2011 

Virulence factors 
MLST 
PFGE 
Op-cal mapping 



Outbreak in France… 



Iden-cal by PFGE, MLST, virulence factors to the German outbreak 



How are these outbreaks related? 



15,000 kg Fenugreek seeds 
Exported from Egypt 

11/24/2009 
Arrived in Germany 

12/14/2009 

10,500 kg 
To a distributor in Germany 

400 kg 
To a seed supplier / 
repacker in England 

75 kg to sprout farm in 
Lower Saxony  
February, 2011 

41 clusters in Germany 

50g packets of seeds to a 
distributor in France 

January, 2011 

One cluster in France 



Approach 

•  Mul7‐plalorm 
sequencing 

•  Assessment of diversity 
by: 
–  SNP calling as compared 
to TY‐2482 (BGI 
sequenced isolate; 
Rohde et al., 2011) 

–  Varia7on in gene 
content 



Data Generated 



Single gene  

• Plasmid variable cluster not confirmed by PCR 
• Chromosomal variable cluster confirmed by PCR 



SNP results summary 

•  Single SNP observed in 2/4 German isolated 
strains 

•  No SNP observed in other two strains 
•  19 SNP observed in 11 French isolates and 
include single German SNP 

•  Sanger resequencing shows 57 addi7onal 
German isolates lack diversity observed in 
Bordeaux samples 



French outbreak shows increased 
varia-on compared with German 

isolates.  Addi-onal WGS pending on 
larger German sample 



Hypothesis: 
BoZleneck in German outbreak 

Diversity in the seed popula7on 

Diversity seen in the 
French outbreak 

BoZleneck 

Diversity seen in the 
German outbreak 



Standard Broad Path 

Genome  
Sequencing 
PlaSorm 

Genome  
Sequencing  
and Analysis  
Program 

•  Meta data entry 
•  Quan7ta7on 
•  Sample QC 

•  Library construc7on 
•  Sequencing 
•  Raw data analysis 

•  assembly 
•  SNP calls 
•  annota7on 
•  release 
•  analysis 

4787 
WGS 

Biological 
Samples 
PlaSorm 

Collaborator 

146,966 
samples 
collected 



Process 7me line 

BSP  BSP  GSP  GSP  GSP  GSP  GSP  Assem  Annotate  Analysis  Analysis 

12 + weeks standard pipeline -me 

11 days for current fire drill pipeline 

GSP BSP  BSP  BSP  BSP  GSP  GSP  GSP  GSP  GSP  GSP  GSP 

Assembly 

Annotate 

Analysis 

 Week 7me 
scale 

Day 7me 
scale 



Acinetobacter results 
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Available parts 

•  Sequencing technology (MiSeq, HiSeq, PacBio) 
•  Assembly, improvement and SNPs 
•  Annota7on (includes Genbank submission) 
•  Analysis 

– gene content 
– phylogeny 

•  Sequence structure 
– Experimental SNP or indel confirma7on 



Summary 
•  We have developed a rapid bacterial sequencing and 
analysis system that can produce rich data sets in 
under two weeks. 

•  It includes numerous off the shelf parts that can be 
deployed depending on need. 

•  Whole genome sequence uncovered varia7on invisible 
to tradi7onal methods. 

•  We observed limited SNP varia7on in German E. coli 
O104:H4 isolates compared to a smaller French 
outbreak. 

•  The system has allowed us to spot issues with isolate 
nomenclature for burn pa7ent Acinetobacter isolates.  
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